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研究成果の概要（和文）：われわれは、胃癌腹水洗浄細胞診の診断能を向上させるため、独自に同定した癌特異
的マーカー CDO1のメチル化を応用した DNA診断開発研究を行った。400例の腹水洗浄細胞診の検体を収集し、そ
のうち術前化学療法を受けていない360例の症例について、DNA診断のポテンシャルについて解析した。CDO1メチ
ル化を用いた Q-MSP(通常 PCR)では CY1診断能は ROC=0.80であったが、dd-MSP (digital PCR法を用いた新法）
では CY1診断能は ROC=0.93に向上した。次に、HOPXメチル化を組み合わせて診断能向上を解析したが、あきら
かな診断能向上は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：To improve diagnostic capacity of peritoneal fluid cytology test, we are 
developing novel DNA diagnosis assay using cancer specific alterations of CDO1 promoter DNA 
methylation.  In 360 gastric cancer with no prior chemotherapy, diagnostic performance was confirmed
 to be R=0.80 in conventional Q-MSP, and finally clarified to be R=0.93 in the novel dd-MSP (digital
 PCR).  In combination with other cancer-specific methylation gene (HOPX), we did not confirm 
improved outcomes.

研究分野： 胃癌診断

キーワード： 胃癌　腹膜播種　DNAマーカー　メチル化　CDO1　HOPX
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により胃癌の腹水洗浄細胞診の感度向上について、最新の PCR技術で達成される可能性が示された。ま
た、特異度は検査としては高い96%を達成しているが、現行の病理検査を凌駕するには至らなかった。今後は、
予後の予測など長期の臨床経過観察による臨床的有用性の確認が必要と考えられる。また、遺伝子の組み合わせ
によりさらなる感度向上には優れた特異度のマーカーを用いる必要があることがわかった（今回選んだ組み合わ
せマーカーは優れていなかった）。胃癌の診断においては、腹水洗浄細胞診の診断能向上ははDNAメチル化マー
カーの使用で達成できると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 

われわれは、胃癌において癌組織特異的な DNA メチル化を示す遺伝子として CDO1 

(AUC~0.95)(Harada H et al, PLoS One 2019), HOPX (AUC~0.85)(Ooki A, et al, Oncogene 

2010), Reprimo (AUC~0.82)(Ooki A, et al, Mol Cancer Res 2013) を独自に同定して報告

してきた。そして、それらの結果は残胃癌においても同様であることが明らかになった 

(CDO1, AUC~0.90, HOPX, AUC~0.77, Reprimo, AUC~0.78)(Kojima K, et al, Oncotarget 

2019)。以上から、胃癌においてこれらの遺伝子が癌特異的マーカーとして使用できる可能

性が示唆され、胃癌の微量癌細胞検出のツールとしてポテンシャルが高いと考えられた。 
 
２． 研究の目的 

本研究では癌特異的 DNA マーカーを用いた胃癌腹水洗浄細胞診 DNA 診断の臨床的ポテ

ンシャルを明らかにすることを目的とした研究計画を提案した。胃癌の腹水洗浄細胞診に

加えて上記メチル化遺伝子を用いた DNA 診断を同時に評価して、微量癌細胞診断能の現

状を知ることが本研究の目的である。 

 
３． 研究の方法 

当院における 400 例の胃癌臨床症例 (2016~2019) の微量癌細胞 DNA 診断 (droplet 

digital MSP) を行い臨床因子との関連を調べた（前向き研究―UMIN000026191)。400 例

中 361 例が術前化学療法を行っていない症例の naïve 胃癌症例であり、残りの 39 例は術

前化学療法を受けた症例の DNA 診断であった。微量癌細胞の定量は conventional Q-PCR

を応用した Q-MSP と digital PCR を用いた droplet digital MSP (dd-MSP)で行った。

Primer 配列については、CDO1, HOPX については Q-MSP と同様のもの (Kojima et al, 

Oncotarget 2019)とを用いたが、Reprimo DD-MSP については新たにデザインした。 
 
４． 研究成果 

(1)  CDO1 メチル化を用いた微量癌細胞検出は、通常の real time methylation specific 

PCR (q-MSP)を用いた洗浄腹水細胞診 DNA 診断 (CY test)において、AUC=0.8 と高い

診断能を示すことを報告できた (Harada H, et al.  Cancer Sci, 2021)。その報告では、

Stage I, Stage II, Stage III, Stage IVCY0, Stage IVCY1 症例における DNA 診断の陽

性率は 3.5%, 0%, 4.9%, 35%, 74.2%であり病期の進行と相関していることから高い正

診率であることが想定された。Primary endpoint である感度は 74.2%であり特異性は 

96.5%であった。この高い特異性のため癌特異的マーカーであることが強く示唆された。

また、平均 26 か月と短い観察期間であるにもかかわらず DNA 診断陽性例の予後は不

良であり (p<0.0001)、CY0DNACY1 症例と CY1DNACY1 症例の予後は同様に不良で

あった。このことは、CY0 であｔっても DNACY1 出会った場合腹膜播種を表す微量癌

細胞が陽性であった可能性が高いことを示唆する。 

(2) CDO1 遺伝子の q-MSP に加えて dd-MSP による解析結果を追加した。両者は高い相関

関係を示したが (R=0.99, p<0.0001)、dd-MSP による腹膜播種診断はより高い正確さを

示し(AUC=0.93, cut-off 値 0,55)、CDO1 微量癌細胞陽性 (dd-MSP)胃癌はやはり陰性

症例に比較して有意に予後不良であった (p<0.0001)。特に dd-MSP を用いることで

CY1 症例の感度が特異性をそれほど減ずることなく 74.2%から 83.9%まで上昇した。

よって、dd-MSP を用いた微量癌細胞 DNA 診断は q-MSP よりも高い感度が期待され



る有望な方法と考えられた。CY1 症例の感度をより上げるためには他の癌特定的マー

カーとの組み合わせが必要と考えられたため CDO1 に次ぎメチル化 performance の高

い HOPX, Reprimo 遺伝子のメチル化定量解析を追加することとした。 

(3) HOPX 遺伝子の dd-MSP の結果は、CDO1 遺伝子の dd-MSP の結果と強い相関を認

め (R=0.93, p<0.0001)、微量癌細胞の確定性を上げると考えられたが、その相関係数は

dd-MSP 値が低値になると低くなった。さらに、HOPX 遺伝子の dd-MSP による腹膜

播種診断能は CDO1 遺伝子より低く(AUC=0.86, cut-off 値 0,41)、予後の差も弱くな

った(p=0.0003)。これらの結果は、HOPX 遺伝子メチル化 performance において、最

適カットオフ値による特異性の低さを反映していると考えらた。よって、現在 HOPX 遺

伝子の特異度を固定して (90%)、感度の再計算とそれに基づく予後解析について解析中

である。 

(4) CDO1>16/HOPX>16 の 10 例は全例 CY1 あるいは P1（病理学的腹膜播種症例）であ

った。16>CDO1>4/16>HOPX>4 の症例のうち CDO1 陽性症例 7 例は全て病理学的腹

膜播種症例であったが、HOPX のみ陽性症例 8 症例中病理学的腹膜播種症例はわずか 1

症例 (CY0P1)であり (p=0.001)、CDO1 メチル化検査の特異性の高さを反映していた。

微量癌細胞存在 (CDO1) が確定的な症例の予後は検査の有用性を示すと考えられる一

方で、HOPX による微量癌細胞診断は適切な特異度を固定してカットオフを決めるこ

とによってその有用性が期待される可能性があると考えられた。 

(5) また、Reprimo 遺伝子メチル化 dd-MSP の結果も得られている。Reprimo 遺伝子の dd-

MSP の結果は予想道理特異性は高かったが感度は CDO1 より低かった。しかし、

CDO1DNACY0 症例の中には ReprimoDHA CY1 で腹膜播種再発を来した症例があり

組み合わせ診断のポテンシャルを期待できるものの最終解析は現在進行中である。 

 

結語 
 
dd-MSP 法を用いた CDO1 遺伝子による腹水診断の臨床ポテンシャルは高く有望な癌検出法であ
ると考えられる。今後は、癌特異性の高い遺伝子の組み合わせを模索しより感度・特異度の高い
理想的な DNA 診断法を開発していきたい。 
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